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１１１１．．．．はじめにはじめにはじめにはじめに    
 

レジオネラ属菌は熱性疾患や肺炎を引き起こし、生活環境中では冷却塔水に高い頻度で生育

していることが報告されているが１）、近年新たな感染源として温泉浴槽水、給湯・給水設備、サウ

ナなどの循環式浴槽水をはじめとして家庭用のいわゆる２４時間風呂の浴槽水の汚染が問題と

なっている２）３）。冷却塔水のレジオネラ属菌数と対策法については厚生省生活衛生局企画課監

修の指針４）が示され、温泉浴槽水に関してもこの指針の適用が望ましいとされている３）。ここでは、

こうした冷却塔水、浴槽水や給湯・給水設備の水を対象にしたレジオネラ属菌の検査法を紹介す

る。【【【【表表表表１１１１】】】】 
    

２２２２．．．．水検体水検体水検体水検体のののの採取採取採取採取    
    

滅菌した容器に２００～５００ｍＬ採水する。採水した検体は直ちに試験するのが望ましいが、

できない場合は冷蔵庫（５℃）に保管する。検体はキャップ付きの遠心管に５０～２００ｍＬ入れ、

４℃で３，０００～１０，０００ｒｐｍ ２０～４０分間遠心する。上清を取り除き、その上清１ｍＬで沈殿

物を懸濁する。沈殿物は遠心管のかなり上の部分まで付着しているのでピペットでていねいに洗

い落とし、滅菌試験管に移す。遠心器が利用できない場合は、メンブランフィルターで検体を濾過

し、フィルターから振り出す方法でも濃縮ができる。    

    

３３３３．．．．検検検検水水水水のののの酸処理酸処理酸処理酸処理    
    

遠心で得られた懸濁液０．５ｍＬを滅菌試験管に移し、等量の０．２Ｍ ＨＣｌ－ＫＣｌ緩衝液（ｐＨ２．

２）（０．２Ｍ ＫＣｌ、５０ｍＬに０．２Ｍ ＨＣｌを滴下しながら［７～８ｍＬ］ｐＨメーターでｐＨ２．２に調

整する）を加え、室温（２５℃）で４～２０分間置く５）。この作用時間は検体中のレジオネラ属菌以

外の菌の汚染量によって調整するのが望ましいが、経験的に２０分間位まではレジオネラ属菌の

菌数に影響がない。残った懸濁液は冷蔵庫で保管する。その他の汚染菌が多く酸処理だけで選

択培地上にそれらの汚染菌が多数発育しレジオネラ属菌を検出されない場合、遠心で得られた

懸濁液を５０℃（温浴中）３０～４０分間加温処理するのが効果的である。 
    

４４４４．．．．培地培地培地培地へのへのへのへの接種接種接種接種    
    

酸処理あるいは加温処理した懸濁液を０．１ｍＬ ＷＹＯα培地６）７）にコンラージ棒で塗抹する。

ＷＹＯα培地はレジオネラ属菌のいくつかの菌種（Ｌ．ｇｏｍａｎｉｉ，Ｌ．ｄｕｍｏｆｆｉｉ，Ｌ．ｊｏｒｄａｎｉｓ）の発

育を阻害する報告があることからＢＣＹＥα培地を併用することが望ましい。使用する培地の枚数

は検出率を高め、より精度の高い菌数を得るため２枚以上使用するのがよい。 

培養は好気条件で３５～３７℃で行う。ＷＹＯα培地でレジオネラ属菌が肉眼的に観察できる

集落を形成するには通常３日以上の培養が必要である。観察は７日間まで行うが、培地の乾燥

を防ぐためにフラン器内に水を張ったバットを置いたり培地を容器やビニール袋に入れるなどの

工夫が必要である。 
    

５５５５．．．．分離同定分離同定分離同定分離同定    
    

レジオネラ属菌がＷＹＯα培地上で釣菌できる集落を形成するには通常３日以上の培養が必
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要である。２日以内に出現した集落はレジオネラ属菌を否定できるので、こうした集落はシャーレ

に印を付けるなどして区別しておくのがよい。また大きく拡がる恐れがある糸状菌などの集落が

観察された場合は、白金耳や滅菌したミクロスパーテルなどでその集落ごと培地を切り捨てると

よい。 

ＷＹＯα培地上のレジオネラ属菌の集落は、灰白色、円形、湿潤して光沢があり、外辺部が透

明で白金線で容易に釣菌できるのが特徴である。着色したり半球状に盛り上がった集落や、堅く

て釣菌しにくい集落はレジオネラ属菌ではない。ＷＹＯα培地やＢＣＹＥα培地にレジオネラ属菌

が発育すると独特の酸臭があり、シャーレのふたを開けたときその臭いを感ずることができ、これ

も鑑別の一助になる。 

平板培地あたりの疑わしい集落数を数え、それらのＧｒａｍ染色用の塗抹標本を作り、同時に

ＢＣＹＥα培地、Ｌ－システインを除いたＢＣＹＥα培地に画線する。Ｌ－システインを除いたＢＣＹ

Ｅα培地に画線するのは、分離菌株をＬ－システインの要求性により鑑別するためで、この目的

のみで使用するには血液寒天培地などでも代用できる。この場合、画線する平板培地を八区画

に区切るなどしてできるだけ多くの集落を釣菌するようにする。３５～３７℃で２日間培養し、ＢＣＹ

Ｅα培地にのみ発育したＧｒａｍ陰性桿菌で特徴ある形態を示したものをレジオネラ属菌と同定し、

遠心操作での濃縮率、酸処理による希釈などを計算に入れ原水中のレジオネラ属菌の菌数を

算定する。レジオネラ属菌のＧｒａｍ染色標本は、菌体が細く大腸菌のそれと比べて観察しにくい

特徴がある。簡易に試験可能なレジオネラ属菌の特徴ある性状はＬ－システインの要求性以外

にはなく、また【【【【表表表表２２２２】】】】に示すように各菌種で性状の違いにより同定することは困難である。馬尿

酸の加水分解能はＬ．ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａの鑑別に有用な性状と思われる。本試験は１％馬尿酸水

溶液に新鮮培養菌を一白金耳量懸濁し、１８～２４時間培養し、０．２ｍＬの３．５％ニンヒドリン溶

液（アセトン：ブタノール＝１：１）を加えよく攪拌し、１０分間培養後紫色に呈色したものを陽性、無

変化あるいは黄色のものを陰性とする８）。Ｌ．ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａの血清型別あるいは限られた菌種

ではあるが血清型による同定には市販の抗血清（デンカ生研）が便利である。また、核酸の相同

性による同定も有用であり、簡易に試接できるキットが市販（極東製薬）されている。 
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水検体水検体水検体水検体((((冷却塔水冷却塔水冷却塔水冷却塔水、、、、浴槽水浴槽水浴槽水浴槽水などなどなどなど））））

キャップキャップキャップキャップ付付付付きのきのきのきの遠心管遠心管遠心管遠心管にににに20202020～～～～200mL200mL200mL200mL採採採採るるるる

××××3,0003,0003,0003,000～～～～10,000rpm10,000rpm10,000rpm10,000rpm、、、、20202020～～～～40404040分間遠心分間遠心分間遠心分間遠心

沈殿物沈殿物沈殿物沈殿物をををを上清上清上清上清1mL1mL1mL1mLにににに懸濁懸濁懸濁懸濁するするするする

冷蔵庫冷蔵庫冷蔵庫冷蔵庫(5(5(5(5℃℃℃℃））））でででで保存保存保存保存

上清上清上清上清をををを捨捨捨捨てるてるてるてる

懸濁液懸濁液懸濁液懸濁液0.5mL0.5mL0.5mL0.5mLとととと等量等量等量等量のののの0.2M 0.2M 0.2M 0.2M HClHClHClHCl----KClKClKClKCl緩衝液緩衝液緩衝液緩衝液（（（（pH2.2pH2.2pH2.2pH2.2））））をををを混合混合混合混合

25252525℃℃℃℃、、、、4444～～～～20202020分間作用分間作用分間作用分間作用

0.1mL0.1mL0.1mL0.1mLををををWYOWYOWYOWYOαααα培地培地培地培地（（（（2222枚以上枚以上枚以上枚以上））））にににに塗抹塗抹塗抹塗抹

35353535～～～～37373737℃℃℃℃、、、、3333～～～～7777日間日間日間日間

50505050℃℃℃℃、、、、30303030～～～～40404040分間加温処理分間加温処理分間加温処理分間加温処理

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地 疑疑疑疑わしいわしいわしいわしい集落数集落数集落数集落数をををを測定測定測定測定、、、、釣菌釣菌釣菌釣菌
GramGramGramGram染色染色染色染色

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地とととと血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地
（（（（LLLL----システインシステインシステインシステイン未添加未添加未添加未添加BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地））））にににに接種接種接種接種

血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地などなどなどなど
（（（（LLLL----システインシステインシステインシステイン未添加未添加未添加未添加BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地））））

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地のみにのみにのみにのみに発育発育発育発育したものをしたものをしたものをしたものをレジオネラレジオネラレジオネラレジオネラ属菌属菌属菌属菌とととと推定推定推定推定するするするする

生化学的性状検査生化学的性状検査生化学的性状検査生化学的性状検査、、、、血清学的検査血清学的検査血清学的検査血清学的検査をををを参考参考参考参考にににに同定同定同定同定するするするする

水検体水検体水検体水検体((((冷却塔水冷却塔水冷却塔水冷却塔水、、、、浴槽水浴槽水浴槽水浴槽水などなどなどなど））））

キャップキャップキャップキャップ付付付付きのきのきのきの遠心管遠心管遠心管遠心管にににに20202020～～～～200mL200mL200mL200mL採採採採るるるる

××××3,0003,0003,0003,000～～～～10,000rpm10,000rpm10,000rpm10,000rpm、、、、20202020～～～～40404040分間遠心分間遠心分間遠心分間遠心

沈殿物沈殿物沈殿物沈殿物をををを上清上清上清上清1mL1mL1mL1mLにににに懸濁懸濁懸濁懸濁するするするする

冷蔵庫冷蔵庫冷蔵庫冷蔵庫(5(5(5(5℃℃℃℃））））でででで保存保存保存保存

上清上清上清上清をををを捨捨捨捨てるてるてるてる

懸濁液懸濁液懸濁液懸濁液0.5mL0.5mL0.5mL0.5mLとととと等量等量等量等量のののの0.2M 0.2M 0.2M 0.2M HClHClHClHCl----KClKClKClKCl緩衝液緩衝液緩衝液緩衝液（（（（pH2.2pH2.2pH2.2pH2.2））））をををを混合混合混合混合

25252525℃℃℃℃、、、、4444～～～～20202020分間作用分間作用分間作用分間作用

0.1mL0.1mL0.1mL0.1mLををををWYOWYOWYOWYOαααα培地培地培地培地（（（（2222枚以上枚以上枚以上枚以上））））にににに塗抹塗抹塗抹塗抹

35353535～～～～37373737℃℃℃℃、、、、3333～～～～7777日間日間日間日間

50505050℃℃℃℃、、、、30303030～～～～40404040分間加温処理分間加温処理分間加温処理分間加温処理

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地 疑疑疑疑わしいわしいわしいわしい集落数集落数集落数集落数をををを測定測定測定測定、、、、釣菌釣菌釣菌釣菌
GramGramGramGram染色染色染色染色

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地とととと血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地
（（（（LLLL----システインシステインシステインシステイン未添加未添加未添加未添加BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地））））にににに接種接種接種接種

血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地などなどなどなど
（（（（LLLL----システインシステインシステインシステイン未添加未添加未添加未添加BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地））））

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地 疑疑疑疑わしいわしいわしいわしい集落数集落数集落数集落数をををを測定測定測定測定、、、、釣菌釣菌釣菌釣菌
GramGramGramGram染色染色染色染色

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地とととと血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地
（（（（LLLL----システインシステインシステインシステイン未添加未添加未添加未添加BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地））））にににに接種接種接種接種

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地 疑疑疑疑わしいわしいわしいわしい集落数集落数集落数集落数をををを測定測定測定測定、、、、釣菌釣菌釣菌釣菌
GramGramGramGram染色染色染色染色

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地とととと血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地
（（（（LLLL----システインシステインシステインシステイン未添加未添加未添加未添加BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地））））にににに接種接種接種接種

血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地血液寒天培地などなどなどなど
（（（（LLLL----システインシステインシステインシステイン未添加未添加未添加未添加BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地））））

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα培地培地培地培地のみにのみにのみにのみに発育発育発育発育したものをしたものをしたものをしたものをレジオネラレジオネラレジオネラレジオネラ属菌属菌属菌属菌とととと推定推定推定推定するするするする

生化学的性状検査生化学的性状検査生化学的性状検査生化学的性状検査、、、、血清学的検査血清学的検査血清学的検査血清学的検査をををを参考参考参考参考にににに同定同定同定同定するするするする

●●●●レジオネラレジオネラレジオネラレジオネラ属菌属菌属菌属菌のののの検査手順検査手順検査手順検査手順    

表表表表１１１１    レジオネラレジオネラレジオネラレジオネラ属菌属菌属菌属菌のののの菌数菌数菌数菌数（（（（CFUCFUCFUCFU／／／／100mL100mL100mL100mL））））とのとのとのとの対策対策対策対策    

望ましい範囲 10CFU 台（10～90CFU） 

要観察範囲 
100CFU 台（100～990CFU） 

菌数の変動に注意し、上昇傾向が見られれば管理を強化する 

要注意範囲 
1,000～10,000CFU 台（1,000～99,990CFU） 

必要に応じて殺菌または洗浄等の対策を講じる 

要緊急処置範囲 
100,000CFU 以上 

直ちに化学的洗浄を行い、抗レジオネラ用薬剤処理を続けながら菌数を監視する 
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L.rubrilucensL.rubrilucensL.rubrilucensL.rubrilucens
L.hackeliaeL.hackeliaeL.hackeliaeL.hackeliae
L.spiritensisL.spiritensisL.spiritensisL.spiritensis
L.parisiensisL.parisiensisL.parisiensisL.parisiensis
L.cherriiL.cherriiL.cherriiL.cherrii
L.steigerwaltiiL.steigerwaltiiL.steigerwaltiiL.steigerwaltii
L.santicrucisL.santicrucisL.santicrucisL.santicrucis
L.israelensisL.israelensisL.israelensisL.israelensis
L.birminghamensisL.birminghamensisL.birminghamensisL.birminghamensis
L.cincinatiensisL.cincinatiensisL.cincinatiensisL.cincinatiensis
L.moravicaL.moravicaL.moravicaL.moravica
L.brunensisL.brunensisL.brunensisL.brunensis
L.tucsonensisL.tucsonensisL.tucsonensisL.tucsonensis
L.L.L.L.ｆｆｆｆairfieldensisairfieldensisairfieldensisairfieldensis
L.gratianaL.gratianaL.gratianaL.gratiana
L.adelaidensisL.adelaidensisL.adelaidensisL.adelaidensis
L.shakespeareiL.shakespeareiL.shakespeareiL.shakespearei
L.geestianaL.geestianaL.geestianaL.geestiana
L.londiniensisL.londiniensisL.londiniensisL.londiniensis
L.nautarumL.nautarumL.nautarumL.nautarum
L.quateirensisL.quateirensisL.quateirensisL.quateirensis
L.worsleiensisL.worsleiensisL.worsleiensisL.worsleiensis
L.lansingensisL.lansingensisL.lansingensisL.lansingensis

馬尿酸馬尿酸馬尿酸馬尿酸
加水分解加水分解加水分解加水分解

ゼラチンゼラチンゼラチンゼラチン
加水分解加水分解加水分解加水分解

紫外線紫外線紫外線紫外線によるによるによるによる
発光発光発光発光１１１１））））

システインシステインシステインシステイン
要求性要求性要求性要求性

発育発育発育発育

BCYEBCYEBCYEBCYEαααα 血液寒天血液寒天血液寒天血液寒天運動性運動性運動性運動性オキシダーゼオキシダーゼオキシダーゼオキシダーゼ

１１１１））））長波長長波長長波長長波長（（（（３６５３６５３６５３６５ｎｍ）ｎｍ）ｎｍ）ｎｍ）のののの紫外線紫外線紫外線紫外線。（ＢＷ）：。（ＢＷ）：。（ＢＷ）：。（ＢＷ）：青白色青白色青白色青白色、（Ｒ）：、（Ｒ）：、（Ｒ）：、（Ｒ）：赤色赤色赤色赤色 ２２２２））））初代分離初代分離初代分離初代分離のののの場合場合場合場合ははははシステインシステインシステインシステインをををを要求要求要求要求するするするする。（Ｗ）：。（Ｗ）：。（Ｗ）：。（Ｗ）：弱陽性弱陽性弱陽性弱陽性
 

表表表表２２２２    LegionellaLegionellaLegionellaLegionella 属属属属 39393939 種種種種のののの性状性状性状性状    


